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Razvoj in validacija HPLC metode za določanje resveratrola 
Povzetek: 
Resveratrol je eden od manj znanih, vendar zelo močnih antioksidantov. Poleg 
tega ima še protivnetne lastnosti ter deluje estrogeno, antiagregacijsko in 
antikoagulativno. Najdemo ga v različnih rastlinah, največ v grozdju in 
jagodičevju. S procesom fermentacije in maceracije se ga nekaj ekstrahira iz 
grozdja v vino.  
V tem diplomskem delu sem uporabila metodo tekočinske kromatografije visoke 
ločljivosti. Prednost te tehnike je visoka ločljivost, občutljivost, ponovljivost, 
možnost avtomatizacije in široka možnost uporabe. 
Preizkusila sem dve HPLC analizni metodi za določitev vsebnosti resveratrola. 
Obe sem preizkušala na istem HPLC sistemu ter uporabila  isto kolono, Gemini 
NX 150x4,6 mm - 5µm delci z ustrezno predkolono. Ker pri nobeni metodi nisem 
dobila ustrezne ločbe resveratrola od matriksa v  vzorcu vina, sem modificirala 
HPLC analizno metodo. Spreminjala sem delež metanola v topilu, delež 
acetonitrila v mobilni fazi ter temperaturo kolone. Kolono je bilo treba zaradi 
obrabljenosti zamenjati z novejšo. Ko je bila dosežena ustrezna ločba 
resveratrola, sem metodo validirala po kriterijih validacije. Z validirano metodo 
sem določila resveratrol v različnih vzorcih slovenskih vin, v vzorcu prehranskega 
dopolnila in v soku aronije.  
Med rdečimi vini je imel najvišjo vsebnost resveratrola teran, nato cviček ter 
najnižjo rumeni muškat. V soku aronije resveratrola ni bilo zaznati. 
Ključne besede: resveratrol, vino, HPLC, validacija 
  
 
 
Abstract: 
Resveratrol is a very strong antioxidant but not very known. In addition, it has 
estrogenic, antiaggregation and anticoagulant properties. It is found in various 
plants, mostly in berries. Because of the fermentation and maceration processes 
some of it can be found in wine.  
In this diploma thesis  the  high performance liquid chromatography method was 
used. The advantage of this technique is high resolution, sensitivity, repeatability, 
possibility of automation and wide range of use. 
Two HPLC methods were tested for the resveratrol determination. Methods were 
tested on same HPLC system, same column, Gemini NX 150x4.6 mm - 5µm 
particles with the appropriate precolumn. Proper separation of resveratrol form 
matrix in samples of wine, was not obtained by any method, so the HPLC method 
was modified. The proportion of methanol in solvent, proportion of acetonitrile in 
mobile phase and temperature of column were changed. Due to triteness, the 
column had to be replaced with a new one. When an appropriate resolution of 
resveratrol from matrix was reached, the method was validated according to the 
validation criteria. After the validation, resveratrol was determined in various 
samples of Slovenian wines, in a dietary supplement and in aronia juice. 
The highest content of resveratrol in red wines was determined in teran, followed 
by cviček and the lowest in yellow muscat. Resveratrol was not detected in aronia 
juice. 
Keywords: resveratrol, wine, HPLC, validation  
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Seznam uporabljenih kratic in simbolov 
 
ACN acetonitril 
Ax površina vzorca 
Ax+s površina vzorca s standardnim dodatkom 
cs koncentracija standarda 
cx iskana koncentracija 
FC reagent Folin-Ciocaltejev reagent 
HPLC tekočinska kromatografija visoke ločljivosti 
MF mobilna faza 
RS  raztopina standarda 
Rt retencijski čas 
RV raztopina vzorca resveratrola 
Vk končni volumen skupaj s standardnim dodatkom (50,4 mL) 
Vs volumen standardnega dodatka (0,4 mL) 
Vvz volumen vzorca (50 mL) 
TNF-α dejavnik tumorske nekroze alfa 
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1. Uvod in namen dela 
 
Porast rakavih obolenj na svetu je v zadnjem času občutno povečalo ozaveščanje 
in osredotočanje ljudi k zdravemu življenjskemu slogu. Posledično v svoj 
vsakdanjik vključujemo več gibanja in vse več pozornosti namenjamo zdravi 
prehrani. Zato lahko opazimo naraščajoč trend vključevanja raznih prehranskih 
dodatkov v prehrano in mednje sodijo tudi antioksidanti. 
Eden od pojavov, ki bega znanstvenike po svetu, je tako imenovani »Francoski 
paradoks«, ki so ga izpostavili leta 1980. Francoski jedilnik je sestavljen iz visoke 
vsebnosti maščob (siri), vendar imajo zelo nizko obolelost za kardiovaskularnimi 
boleznimi. Glede na to, da so maščobe glavni krivec za nastanek takih vrst 
bolezni, je to dokaj nenavaden pojav. Ravno tako je v francoski jedilnik vključeno 
rdeče vino in prav ta kombinacija naj bi bila uspešna. Rdeča vina poleg alkohola 
in polifenolov vsebujejo antioksidant resveratrol.  
Antioksidanti so molekule, ki preprečijo oksidacijo drugih molekul. Pri 
oksidacijskih reakcijah nastajajo prosti radikali, ki v telesu sprožijo poškodbe 
celic. Na proste radikale se vežejo antioksidanti in preprečijo škodljive 
spremembe v celicah. 
Zaradi resveratrola in njegovih pozitivnih učinkov na zdravje je znano priporočilo 
o kozarcu vina pri obroku. 
Namen tega diplomskega dela je preizkusiti analizne metode za določitev 
vsebnosti resveratrola ter metodo optimizirati ali modificirati, da bo primerna za 
vzorce vina, ter jo validirati. 
Za uspešno izvedeno analizo je potrebna ustreznost metode.  
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2. Teoretični del 
 
2.1. Resveratrol 
 
Resveratrol so prvič izolirali leta 1940, identificirali so ga kasneje, leta 1963 na 
Japonskem. V vinu so ga odkrili leta 1992. Najdemo ga v približno 70 različnih 
rastlinah, kot so grozdje, jagodičevje, arašidi, in v njihovih prehranskih produktih. 
V rastlinah ima obrambno nalogo pred okužbami in poškodbami. Resveratrol 
(3,5,4`-trihidroksi-trans-stilben) je pomemben član stilbenoidov, ki so polifenolni 
metaboliti rastlinskega izvora. Njegov standard je v obliki belega prahu z 
molekulsko formulo C14H12O3. Tališče je v intervalu 261 °C–263 °C, molekulsko 
maso ima 228,24 g/mol. Topen je v lipofilnih topilih, alkoholu in dimetilsulfoksidu. 
[1,2] 
Resveratrol je derivat stilbena. Poleg resveratrola so derivati še pinosilvin, 
picetanol, pinostilnben. Zanimivo je, da imajo ti derivati še večjo biološko 
aktivnost od resveratrola, nekateri so tudi do stokrat bolj citotoksični za rakave 
celice. Aktivnost molekule povečujejo hidroksilne in metilne skupine, ki so vezane 
nanjo. [1] 
Biosinteza resveratrola se prične iz fenolpropanoidnih kislin, vključno z derivati 
aromatskih aminokislin, kot so: cimetova kislina, p-kumarinska kislina, kofeinska 
kislina ter ferulna kislina. L-fenilalanin in L-tirozin se s pomočjo encimov pretvorita 
v cimetovo in p-kumarinsko kislino. Kislini se nato čez nekaj stopenj sintez 
pretvorita v pinosilvin in resveratrol. Pri vsaki stopnji sinteze sodelujejo encimi, ki 
pomagajo kreirati novo molekulo za nadaljnjo stopnjo. Resveratrol služi kot 
izhodiščna molekula, ki se s pomočjo različnih encimov pretvori v širok spekter 
derivatov.[1] 
Slika 1: UV-VIS spekter resveratrola z vrhom pri 306 nm. 
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Znani sta dve izomerni obliki resveratrola. To sta trans-resveratrol, ki je v naravi 
stabilnejši, in cis-resveratrol. Iz prve oblike se v drugo pretvarja ob prisotnosti UV-
svetlobe (slika 2). Tej pretvorbi pravimo izomerizacija.[1,3] 
V naravi najdemo največ resveratrola v grozdju. Nahaja se v lupini grozdnih jagod 
in v povrhnjici listov.[3] 
Resveratrol upočasnjuje ali prepreči napredovanje veliko bolezenskih stanj. Je 
močan antioksidant, kar pomeni, da učinkovito zavira posledice delovanja prostih 
radikalov. Fenolne skupine resveratrola imajo redoks lastnosti, zato sprejmejo 
elektron. Posledica tega je nastanek resveratrol fenoksil radikala, ki je stabilnejši 
od ostalih prostih radikalov in tako prekine oksidacijo.[3] 
Ravno tako ima protivnetne lastnosti. Inhibira sproščanje TNF-α v telesu, 
posledično se zmanjša koncentracija drugih pomembnih vnetnih označevalcev. 
Tako se zmanjša odziv imunskega sistema.[3] 
Resveratrol naj bi zmanjšal izločanje insulina in s tem vplival na upočasnitev 
razvoja sladkorne bolezni tipa 2.[3] 
Zaradi antioksidativnih lastnosti resveratrol deluje protirakavo. Karcinogenezo 
preprečuje na vseh stopnjah in upočasni ali prepreči metastaziranje. Lahko deluje 
kot fitoestrogen. To so spojine, ki jih najdemo v rastlinah in imajo podobno 
delovanje kot estrogen, ženski spolni hormon.[3] 
Resveratrol zaradi svoje lipofilne lastnosti enostavno prehaja krvno-možgansko 
pregrado in izkazuje močne zaščitne učinke za živčni sistem. Pri takem delovanju 
resveratrola je najpomembnejša njegova učinkovita antioksidativna aktivnost.[3] 
Zaradi svoje preproste strukture in številnih bioloških učinkov je resveratrol v 
zadnjih desetletjih postal predmet številnih raziskav. Raziskave se osredotočajo 
na načrtovanje in sintezo novih analogov resveratrola, da bi povečali metabolno 
stabilnost molekule. [3] 
  
Slika 2: Izomerni obliki resveratrola. Na levi trans-resveratrol, ki se pretvarja v cis obliko.  
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2.2. Proizvodnja vina 
 
Vino večinoma sestavlja voda, nekaj alkohola etanola (približno 10 %–20 %) in 4 
% hlapnih in nehlapnih organskih snovi. Hlapne organske snovi so alkoholi, 
aldehidi, estri, etri, ketoni itn., nehlapne organske snovi pa so sladkorji, vinska 
kislina, citronska kislina itn.[4] 
Pridelava vina se začne že v skrbi in vrsti zemlje, iz katere trta raste. Zemlja mora 
biti bogata z elementi, ki jih rastlina potrebuje za rast in razvoj. Velikokrat se zemlji 
dodajajo kalij, cink in bor in seveda dušik, ki je pomemben za tvorbo proteinov. 
Dušik je v raznih gnojilih. Predvsem je pomembno, da je zemlja sposobna 
dobrega odvodnjavanja, da ne pride do gnitja podzemnih delov rastline. Ravno 
tako mora biti zemlja dovolj rahla, da je pretok kisika do korenine boljši.[4] 
Grozdne jagode, ki so izpostavljene soncu, dozorevajo hitreje kot tiste, ki ležijo 
na senčni strani. Zaželeno je več plodov kakor listov, tako da se hranila usmerjajo 
v rast plodov, in ne listov. Listi v notranjosti rastline se odstranjujejo zaradi 
boljšega pretoka zraka in lažjega dostopa sončnih žarkov do grozdja. Takoj ko 
se zaključi zorenje, se prične obiranje. Različne sorte grozdja dozorijo ob 
različnem času. Kdaj je grozdje zrelo, je odvisno od okolja in vinogradnika. Če 
postavimo dve enaki vinski trti v enako zemljo, le da uspevata pod drugačnimi 
okoljskimi pogoji (sonce, voda itn.), ne dobimo enako kakovostnega produkta 
(vino). Majhne razlike v okolju imajo velik vpliv na harmonijo okusa vina. 
Vinogradnik določi čas zorenja z refraktometrom. To je naprava za merjenje 
lomnega količnika tekočine iz grozdne jagode. Na tak način vinogradnik določi 
Slika 3: Vinska trta 
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koncentracijo sladkorja v plodu. S pomočjo koncentracije sladkorja lahko oceni 
količino alkohola v končnem produktu.[4,6] 
Obiranje grozdja v Sloveniji poteka po tradicionalnem postopku, torej ročno. 
Razlog tiči v tem, da so vinogradi bolj ali manj na hribovitem in strmem terenu. 
Dodatni razlog je tudi, da pri mehanskem načinu obiranja prihaja do neželenih 
poškodb groznih jagod. Obrano grozdje se spere, zaradi uporabe pesticidov, 
prisotnosti žuželk in umazanij. Tako grozdje gre do stiskalnic, kjer tudi ločijo 
grozdne jagode od stebel. Glede na želeno sorto vina se lahko lupine grozda 
takoj ločijo od grozdnega soka.[4]  
Brozga, ki je posledica stiskanja, vsebuje lupino, semena in sok. Imenujemo jo 
mošt ali mlado vino. Na moštu se nabere plast trdnih delcev, ki jih vinogradniki, 
ko želijo belo sorto vina, odstranijo v 12 do 24h od stiskanja. Iz trdnih delcev se 
večina sestavin za aromatiziranje hitro ekstrahira. Tekom pridelave vina je 
potrebno odstraniti neraztopljene trdne snovi, saj je lahko presežek v poznejših 
fazah škodljiv. Stisnjeno grozdje se črpa v rezervoar, ki je napolnjen s CO2, da 
se omeji oksidacija. Po tej fazi se odstrani večino trdnih delcev. Trdni delci, ki 
ostanejo imajo pritrjene kvasovke oz. rastlinske encime, ki so potrebni za 
hidrolizo glikozidnih vezi.[4] 
Za fermentacijo se lahko uporabljajo cisterne iz nerjavečega jekla, stekla in 
hrastovi sodi. Cisterne vinogradniki napolnijo do 90 % volumna. Preostalih 10 % 
zapolni CO2, ki nastaja med fermentacijo. Kvasovke, ki se dodajajo, so običajno 
Saccharomyces cerevisiae. Pred in po fermentaciji se dodaja SO2. V večji 
proizvodnji vina uporabljajo plin SO2, ki ustavi delovanje kvasovk in 
mikroorganizmov, ki bi lahko vino pokvarili. SO2 je strupen plin in v presežku škodi 
vinu, zato se uporabljajo tudi drugi sulfidi, kot sta Na2S2O5 ali K2S2O5. 
Fermentacija se spremlja z merjenjem gostote mošta. Gostota pada s pretvorbo 
sladkorja v etanol. Proces traja približno dva tedna. Nato se vino pusti, da se trdni 
delci posedejo, nato s filtrira in ustrezno shrani.[4] 
Slika 4: Refraktometer za merjenje lomnega 
količnika.  
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Pri rdečem vinu je postopek enak le, da plast trdnih delcev na moštu ostane dlje 
časa in se je ne odstrani. Tako lahko poteka nadaljnja ekstrakcija snovi iz lupin, 
ki dajejo vinu barvo. Nekateri vinogradniki mošt mešajo, da se plast trdnih delcev 
čimbolj razporedi. S takim postopkom spodbudijo maceracijo in lepše izločanje 
snovi, ki vplivajo na barvo in okus vina. Z mešanjem lahko vstopi v mošt veliko 
zračnih mehurčkov, ki jih izpodriva CO2, ki nastaja med tvorbo etanola iz glukoze. 
Fermentacija rdečega vina lahko traja do 3 tedne. Po končani fermentaciji se 
ravno tako kot pri belem vinu delci posedejo, sledi filtracija shranjevanje oz. 
staranje vina.[4] 
Posedanje trdnih delcev v vinu, pred filtracijo, se lahko izvede večkrat 
zaporedoma. Pri tem je treba biti natančen in pozoren. Vino se ponavadi stara v 
hrastovih sodih, ki ga varujejo pred visokimi temperaturami in svetlobo. Bela vina 
se velikokrat starajo v nerjavečih cisternah in lahko jim dodamo snovi za 
zbistritev. Pijačo, starano v sodih oz. cisternah, je treba filtrirati, ustekleničiti in 
zapreti. Tako so pripravljene za uživanje (svetlo steklo) ali za staranje v 
steklenicah (temno steklo). Slednje omogoča, da bolj reaktivni fenoli hidrolizirajo 
ter da nekateri tanini polimerizirajo in se ustalijo pred uživanjem.[4] 
  
Slika 5: Leseni sodi in cisterne iz nerjavečega jekla za staranje vina.  
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2.3. Metode za določanje resveratrola 
 
Pri izboru primerne metode za določanje resveratrola sem si pomagala z 
znanstvenimi članki. 
2.3.1. Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti 
 
Nuno Ratola in sodelavci z Univerze v Portu so vsebnost določali na koloni C18 
Lichrokart, velikosti 250 × 4,6mm, 5-µm delci ter predkolono z enako stacionarno 
fazo. Mobilna faza je bila mešanica vode, acetonitrila in ocetne kisline v razmerju 
70/29,9/0,1 (v/v/v). Pretok mobilne faze je bil 1,0 mL/min, volumen injiciranja 20 
µl. Za detekcijo resveratrola so uporabili UV-detektor pri valovni dolžini 310 nm. 
Čas kromatografije je bil 15 min. Iz kromatogramov je razvidno, da je vrh 
resveratrola dobro ločen in viden.[7] 
Pri pripravi standarda so za topilo uporabljali 12 % vodno raztopino alkohola. 
Vzorce vina so redčili v razmerju 1:3 v istem topilu kot standarde. Raztopine 
vzorca so ustrezno filtrirali skozi 0,45 µm filter. Raztopine vzorcev in standardov 
so bile zaščitene pred svetlobo in hranjenje v hladilniku pri 4 °C.[7] 
Zika S. Cvetković in sodelavci z Univerze v Nišu so vsebnost določali na koloni 
C18 Supelco 250 × 4,6mm, 5µm delci. Za mobilno fazo so uporabili metanol. 
Analiza je bila izvedena pri pretoku 1,0 mL/min in volumnu injiciranja 20 µl. 
Uporabljen je bil DAD-detektor pri valovni dolžini 306 nm in temperaturi kolone 
35 °C. Iz kromatogramov je razvidno, da je vrh resveratrola dobro viden in poleg 
tega nima motečih vrhov.[8] 
Pri pripravi standarda in vzorcev so za topilo uporabili metanol. V članku kot testni 
vzorec navajajo peško in lupino grozdne jagode.[8] 
2.3.2. Plinska kromatografija 
 
R. Montes in ostali z Univerze v Santiagu so določali vsebnost resveratrola s 
plinsko kromatografijo. Pri tem so uporabili aparaturo GC-MS. Separacijo so 
izvedli na Varian Factor Four BP-5 tip kolone velikosti 30 m x 0,25 mm z 
konstantnim 1,2 mL/min pretokom helija. Pečica je bila nastavljena na 
temperaturo 90 °C (1 min) ter nato na 280 °C (15 min). Volumen injiciranja je bil 
1–2 µL. MS je imel emisijski tok pri 50 µA, m/z interval je bil 150 do 450 a.m.u. V 
spektru standardov in vzorcev so bili merjeni trije najbolj intenzivni ioni trans-
resveratrola. Za pripravo raztopin za GC-MS meritve je bila potrebna 
derivatizacija.[9] 
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2.3.3. Spektrofotometrična določitev 
 
Esra Porgal in Erbu Büyüktuncel sta vsebnost resveratrola določila s 
spektrofotometrom. Uporabila sta Folin-Ciocaltejevo metodo za določevanje 
celokupnih fenolov. Absorbanca je bila merjena pri 750 nm.[10]  
Za kalibracijsko krivuljo sta 0,1 ml vodne raztopine galne kisline koncentracije 50, 
100, 150, 200, 250 in 300 mg/L dodala 2 mL 2 % natrijevega karbonata ter FC 
reagent. [10] 
Glede na to, da je moj cilj določitev vsebnosti resveratrola, ki je v vinu v zelo 
nizkih koncentracijah, sem se odločila za tekočinsko kromatografijo visoke 
ločljivosti. S spektrofotometrično tehniko bi določila vse polifenole v vinu, saj 
metoda ni selektivna. Pri tehniki GC-MS pa bi bilo potrebno več pozornosti 
posvetiti pripravi vzorca in standarda. 
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2.4. Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti  
 
Kromatografija je identifikacija in sočasno določanje organskih spojin. Delimo jih 
glede na: 
• princip ločevanja, 
• agregatno stanje mobilne faze, 
• lego, vrsto in nanos stacionarne faze, 
• način izvedbe.[11]  
Poznamo veliko vrst kromatografskih tehnik (plinska, tankoplastna, IR, HPLC), v 
tej diplomski nalogi pa sem se osredotočala na tekočinsko kromatografijo visoke 
ločljivosti (HPLC).  
Prednosti te tehnike so visoka ločljivost, občutljivost, ponovljivost, možnost 
avtomatizacije in široka možnost uporabe. Komponente analita raztopimo, jih 
vnesemo v mobilno fazo, ki je tekočina, in jih pod visokim tlakom potiskamo skozi 
kolono, v kateri je stacionarna faza. Ločba temelji na različnem zadrževanju snovi 
v koloni. Retencijski čas je odvisen od porazdelitve spojin med stacionarno in 
mobilno fazo (MF), na kar vpliva kemijska sestava obeh faz.[11,12] 
 
 
Slika 6: Shema HPLC aparature.  
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HPLC je sestavljen iz naslednjih komponent:  
• Rezervoar z mobilno fazo: pri različnih HPLC metodah uporabljamo 
različne mobilne faze. Pri normalni fazi je MF sestavljena iz nepolarnih 
topil (npr. heksan), zato v tem primeru ločujemo polarne spojine. Podobno 
se dogaja pri reverzni fazi, vendar je tu MF sestavljena iz polarnih topil 
(npr. metnol/voda), ločujemo pa nepolarne spojine. Glede na zgradbo MF 
je lahko analiza izokratska, kjer se MF tekom analize ne spreminja, ali pa 
gradientna, kjer je lahko sestavljena iz več različnih MF, ki se s časom 
spreminjajo.[12] 
• Črpalka: na črpanje MF ne sme vplivati upor kolone. Pretok mobilne faze 
mora biti brez pulziranja, gibanje batov čimbolj usklajeno, da zmanjšamo 
verjetnost šuma na bazni liniji. Poznamo binarne, terciarne in kvarterne 
črpalke, odvisno od števila mobilnih faz, ki jih lahko naenkrat meša.[11,12] 
• Injektor: zanka za injiciranje mora omogočiti vnos različnih volumnov 
injiciranja, zagotavljati ponovljiva injiciranja ter med injiciranji ne sme priti 
do kontaminacije.[12] 
• Kolona: je cevka iz nerjavečega jekla dolžine od 30 do 250 mm z notranjim 
premerom 2 do 5 mm. Polnjene so z delci, ki so prekriti s stacionarno fazo 
v velikosti 3 do 10 μm. Zdržati morajo tlake od 50 do 400 barov. Da 
zaščitimo in podaljšamo uporabo kolone, uporabljamo predkolono z istim 
polnilom.[11,12] 
• Detektor: naj bi za vsako spojino in njene razpadne produkte dal odziv, bil 
dovolj občutljiv, filtriral šum ozadja, bil linearen, imel kratek odzivni čas, 
omogočal izvedbo izokratske in gradientene elucije in imel dolgo 
življenjsko dobo. Pri izvedbi analize uporabljamo spektrofotometrične, 
fluoresenčne, refraktometrične detektorje.[12] 
• Zapis signala in programska oprema: je v obliki kromatograma in prikazuje 
količino analita v MF, ki izstopa iz kolone v odvisnosti od časa. Vsak 
kromatografski vrh ima svoj retencijski čas tr, ki predstavlja čas od vstopa 
vzorca do zaznavanja maksimuma. Del, ki se na koloni ne zadrži, 
imenujemo mrtvi čas t0 (slika 7). To je čas, ki ga mobilna faza potrebuje, 
da preteče kolono.[12] 
 
Prvih pet komponent je povezanih s cevnim sistemom, ki ima zelo majhen notranji 
premer. Te cevke so izdelane iz nerjavečega jekla ali iz poliarileterketon 
(PEEK).[11,12] 
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Vsebnost analita v vzorcu lahko določimo s pomočjo: 
• Metode eksternega standarda ali kalibracijske krivulje: ta metoda 
omogoča merjenje koncentracije (ali masnih procentov) ene ali več 
sestavin. Je enostavna za uporabo in se pojavlja v mnogih analiznih 
tehnikah. Temelji na primerjavi dveh kromatogramov injiciranih pod istimi 
pogoji. Prvi kromatogram izhaja iz standardne raztopine z znano 
koncentracijo (referenčna raztopina). Drugi kromatogram je rezultat istega 
volumna injiciranja raztopine vzorca, ki vsebuje neznano koncentracijo 
iskane spojine.[12] 
𝑐𝑛𝑒𝑧 = 𝑐𝑟𝑒𝑓 ×
𝐴𝑛𝑒𝑧
𝐴𝑟𝑒𝑓
 
(enačba 1) 
• Metoda s standardnim dodatkom: to metodo uporabljamo, ko je v vzorcu 
težko ločiti iskani vrh od placeba oz. matriksa. To so običajno vzorci, ki 
izhajajo iz prehrambne industrije. Temelji na primerjavi dveh odzivov oz. 
površin vrhov na dveh kromatogramih. Prvi je kromatogram vzorca, drugi 
pa kromatogram vzorca z znanim volumnom in koncentracijo 
standardnega dodatka. Vsebnost analita v vzorcu lahko določimo 
grafično.[12] 
         𝑐𝑥 =
𝐴𝑥𝑐𝑆
𝑉𝑠
𝑉𝑘
𝐴𝑥+𝑠−𝐴𝑥
𝑉𝑣𝑧
𝑉𝑘
                                                                            
(enačba 2)  
Slika 7: Primer kromatograma, kjer je označen mrtvi volumen, širina vrha ter 
retencijski čas vrha.  
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2.5. Validacija 
 
Da je metoda validirana, pomeni, da pri ustrezni uporabi dobimo primerne 
rezultate. Najprej je treba določiti vrsto analize, da lahko postavimo kriterije za 
analizne parametre. Na podlagi rezultatov analitskih parametrov dokažemo 
ustreznost metode. Validiramo na novo kreirane metode ter metode, ki so zaradi 
napredka tehnologije optimizirane (npr. prenos metode s HPLC na UPLC). Pri 
slednjem ni potrebna celotna validacija, lahko je samo delna. V validacijsko 
shemo so navadno vključeni analitski parametri, ki določajo:  
• Točnost: je zveza med rezultatom, ki smo ga izmerili in dejansko 
vrednostjo količine, ki je bila izmerjena. Je lastnost enega samega 
rezultata. Pove nam, koliko se en sam rezultat razlikuje od njegove prave 
vrednosti. Zagotovljena je v vsem koncentracijskem območju in jo 
podajamo v obliki izkoristka.[12,13] 
• Izkoristek: je razlika med srednjo vrednostjo več eksperimentalnih 
ponovitev ter ustrezno referenčno vrednostjo. Obseg izkoristka je odvisen 
od količine in obsega sistemskih napak. Je merilo pravilnosti, ki nam pove, 
kako blizu je povprečje rezultatov od resnične vrednosti.[13] 
• Natančnost: je skladnost med eksperimentalnimi rezultati, dobljenimi pod 
določenimi pogoji. Pove nam, koliko se lahko ponovljivost rezultatov 
razlikuje. Natančnost merjenja je odvisna od količine naključnih napak, ki 
vplivajo nanj. Natančnost podajamo kot standardni odklon ali relativni 
standardni odklon. [13] 
• Ponovljivost: Je uporaba analitske metode pod enakimi pogoji (isti analitik, 
isti HPLC sistem, isti laboratorij, isti reagenti) znotraj krajšega časovnega 
intervala.[12] 
• Selektivnost: cilj validacije je ugotoviti, ali je z analizno metodo dejansko 
možno meriti vsebnost točno določenega analita. Obseg, v katerem lahko 
z metodo zaznamo točno določen analit v mešanici brez poseganja drugih 
sestavin, imenujemo selektivnost. Selektivnost je izraz, ki se ga redno 
uporablja v analizni kemiji za določanje analitov pod danimi pogoji v 
prisotnosti komponent, ki se vedejo podobno. Povečamo jo z merjenjem 
edinstvene lastnosti, kot je absorbanca pri določeni valovni dolžini ali s 
separacijo analita od drugih substanc.[12,13] 
• Linearnost: je zmožnost metode, da nam poda rezultate znotraj 
koncentracijskega območja preiskovanega analita. Včasih je treba signal 
matematično obdelati, preden lahko ocenimo linearnost. Kvantitativno jo 
lahko vrednotimo s pomočjo različnih linearnih funkcij. Določanje 
linearnosti običajno zahteva več standardov in več ponovitev pri vsaki 
koncentraciji. Zajemati mora koncentracijsko območje, ki je večje od 
pričakovanega območja za vzorce, npr. ±20%.[13] 
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• Robustnost: nam pove, kako lahko že manjše spremembe v analizni 
metodi vplivajo na izmerjen rezultat, npr. sprememba temperature, pH, 
pretok, sestava mobilne faze itn. Cilj je opredeliti in po potrebi izboljšati 
parametre v metodi, ki bi drugače privedli do prevelikih razlik v odzivih, 
kadar se meritve izvajajo v različnih laboratorijih. Lahko se uporablja za 
izboljšanje natančnosti in izkoristka. Robustnost izvajamo z manjšo  
spremembo enega parametra in ustreznim nadzorovanjem ostalih. V 
literaturi so opisani različni postopki izvajanja robustnosti s spreminjanjem 
več parametrov naenkrat.[13] 
 
Da lahko dokažemo ustreznost metode in uspešno izvedeno validacijo, je treba 
postaviti kriterije validacije. 
 
Linearno območje: 
• Znotraj 50 %–150 % glede na koncentracijo analita v vzorcu. 
• Korelacijski koeficient, R ≥ 0,999. 
Natančnost: 
• Odziv injiciranja 6 paralelk vzorca RSD% (n=6) ≤ 2,0 % 
Izkoristek: 
• Mora biti 100 % ± 2 %. 
 
Točnost: 
• 80 %–120 % vsebnosti analita v vzorcu. 
Slika 7: (a) prikaz slabe točnosti in natančnosti; (b) prikaz dobre točnosti in slabe 
natančnosti; (c) prikaz slabe točnosti in dobre natančnosti; (d) prikaz dobre točnosti 
in natančnosti.  
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Selektivnost: 
• Na mestu vrha iskanega analita ne sme bit odziva topila, mobilne faze ali 
kake druge substance. 
• Primernost analita dodatno dokažemo z ustreznim spektrom. 
Robustnost: 
• Pri stabilnosti raztopin mora odziv preiskovane substance, ustrezati 
kriteriju RSD ≤ 2 % glede na čas t=0. 
• Pri spremembi sestave mobilne faze ±10 %, pH, temperature ±5 °C morajo 
odzivi preiskovane substance glede na t=0 ustrezati kriteriju ≤ 2 %. [12,13] 
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3. Eksperimentalni del 
 
Eksperimentalni del diplomskega dela je potekal tako, da sem poskušala ponoviti 
analize, ki so bile objavljene v znanstvenih člankih. Diplomsko delo je bilo v celoti 
izvedeno v laboratoriju katedre za analizno kemijo na Fakulteti za kemijo in 
kemijsko tehnologijo. 
3.1. Topila in reagenti 
 
Pri eksperimentalnem delu sem uporabljala naslednja topila in reagente: 
• Milli Q voda; 
• metanol, J.T.Baker, Ultra gradient grade kvalitete; 
• acetonitril, Fisher Scientific, HPLC Gradient grade kvalitete; 
• ocetno kislino, Gram mol, pro analysi kvalitete; 
• trietilamin, Fluka, purum; 
• fosforno kislino, Carlo erba, 85 %. 
Pri optimizaciji in validaciji je bil uporabljen standard, Resveratrol, Sigma-Aldrich, 
Lot: BCBW1890, vsebnost 99,6 %. 
 
3.2. Aparature in inventar 
 
Pri eksperimentalnem delu sem uporabljala naslednje aparature in inventar: 
• HPLC sistem: Agilent Technologies 1200 Series; 
• detektor: Agilent DAD; 
• kolono: Gemini C18, velikosti 150 x 4,6 mm, 5 µm delce pri pretoku 1 
mL/min; 
• magnetno mešalo: IKA topolino; 
• pH meter; 
• analitsko tehtnico: Mettler Toledo; 
• UZ kopel; 
• centrifugo; 
• temne merilne bučke Brand, Isolab; 
• polnilne pipete Brand; 
• čaše Duran; 
• steklenice Duran. 
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3.3. Vzorci 
 
Za vzorec, s katerim sem preizkusila, optimizirala ter validirala analizno metodo, 
je bil uporabljeno vino refošk pridelovalca Vina Koper, letnik 2016. 
V diplomskem delu so bili testirani naslednji testni vzorci za naslednje sorte vina: 
• Refošk: izhaja iz italijanske rdeče sorte refosco. Je močno obarvano 
grenko-suho vino. Vzgajajo ga na Primorskem, predvsem koprski 
okoliš.[14] 
• Teran: izhaja iz sorte refošk, pridelujejo ga na Krasu. Je močno obarvan, 
žametnega okusa. Zelo močno maceriran. Vsebuje Fe(II). [14] 
• Modra frankinja: nezahtevna sorta. Vino je bogato rdeče barve z modrimi 
odsevi, suho in sadnega okusa. Na Slovenskem je prisotna na 
Štajerskem, Dolenjskem in v Beli krajini. [14,15] 
• Cabernet sauvignon: najbolj znana rdeča sorta na svetu, zelo prilagodljiva. 
Je visokokakovostno suho vino temno rdeče rubinaste barve. V Sloveniji 
ga najdemo na Primorskem.[14] 
• Merlot: vino, ki se zelo dobro stara. Rdeča sorta, ki izvira iz Francije. Na 
začetku je vino rubinasto rdeče barve, ki nato dobi zlate, jantarne in 
rjavkaste tone barve. [14,16] 
• Rumeni muškat: belo vino, polsladkega okusa. Zelo aromatična sorta. 
Najdemo ga v Beli krajini.[14] 
• Cviček: mešanica različnih sort, belih in rdečih. Lahko vino, ki ga najdemo 
na Dolenjskem. Ima značaj rdečega vina, je suho, nežne rubinasto rdeče 
barve.[14,17] 
Poleg različnih sort vina sem resveratrol določila še v: 
• prehranskem dopolnilu; tabletah Resveratrol forte, Pharmalife Research; 
• soku aronije s 100 % sadnim deležem, Dr. Steinberger. 
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3.4. Priprava raztopin 
 
Osnovna raztopina standarda (RS1): 
V 50 ml bučko sem natehtala 12,548 mg standarda resveratrola, ga raztopila v 
metanolu ter z metanolom dopolnila do oznake. (c=0,250 mg/mL)  
Raztopina standarda (RS) 
V 25 ml bučko sem odpipetriala 2 mL RS1 in dopolnila s 70 % vodno raztopino 
do oznake. (c=0,002 mg/mL) 
Raztopine vzorca so bile pripravljene z in brez standardnega dodatka. Priprava 
raztopine vzorca iz tablet je potekala drugače, ker je bilo treba tablete raztopiti. 
Vanje ni bil dodan standardni dodatek. 
Raztopina vzorca brez standardnega dodatka (RV) 
25 ml vzorca sem pipetirala v 50 ml bučko ter dopolnila s 70 % vodno raztopino 
metanola do oznake. Vzorce sem mešala 30 min na magnetnem mešalu ter nato 
centrifugirala 10 min pri 9000 obr/min. 
Raztopina vzorca s standardnim dodatkom (RV-SD) 
25 ml vzorca sem pipetirala v 50 ml bučko ter dopolnila s 70 % vodno raztopino 
metanola do oznake. Vzorce sem mešala 30 min na magnetnem mešalu ter nato 
dodala 0,4 ml RS1 v bučko. Vzorce sem centrifugirala 10 min pri 9000 obr/min. 
(c=0,002 mg/mL) 
Raztopina vzorca iz tablet (RV-TBL) 
1 tbl sem dala v 500 mL erlermajerico, dolila 200 mL metanola ter nadaljevala z 
obdelavo na ultrazvočni kopeli, dokler ni tableta razpadla (pribl. 20 min). 
Raztopino vzorca sem mešala na magnetnem mešalu še 30 min. Vzorec sem 
centrifugirala 10 min pri 900 obr/min. Nato sem 0,5 mL vzorca odpipetirala v 50 
mL bučko ter dopolnila s 70 % vodno raztopino metanola do oznake. 
Za določitev linearnosti s standardnim dodatkom sem RV dodala tak volumen 
RS1, da je zadostoval koncentracijam 5x10-4, 10-3, 15x10-4, 2x10-3, 25x10-4,  
3x10-3 in 35x10-4 mg/mL. 
Za pripravo kalibracijske krivulje sem redčila RS1 tako, da sem dobila enake 
koncentracije standarda kakor pri določitvi linearnosti s standardnim dodatkom. 
Pri določitvi linearnosti raztopin vzorca vina sem pripravila 10, 20, 40, 50, 60, 80 
in 100 % raztopino vzorca s 70 % vodno raztopini metanola. 
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3.5. Preizkus HPLC metod 
 
Najprej sem preizkusila metode, ki so bile opisane v znanstvenih člankih [7,8]. 
Skozi celotno eksperimentalno delo je bil moj cilj ločiti vrh resveratrola v vzorcu. 
To sem poskušala doseči z modificiranjem mobilne faze, topil, temperature 
kolone. Za boljšo predstavo so tu kromatogrami, pod katerimi so opisani 
kromatografski pogoji. Po uspešni optimizaciji in modifikaciji sem metodo 
validirala ter na koncu izvedla analizo, s katero sem določila vsebnost 
resveratrola. 
Za optimizacijo in validacijo metode sem uporabila kolono z reverzno fazo Gemini 
C18 velikosti, 150 × 4,6 mm, 5 µm delci, z ustrezno predkolono in polnilom. 
Kolono se lahko uporablja v širokem spektru pH in ima dolgo življenjsko dobo. 
Stacionarna faza je silikagel, na katerega je vezana organska plast, ki ščiti 
silikatne delce pred kemičnimi poškodbami. Tako se ohrani mehanska trdnost, 
togost ter posledično učinkovitost kolone. [18] 
Razvoj oz. optimizacijo metode sem pričela z preizkusom metode, ki so jo objavili 
Nuno Ratola in ostali z Univerze v Portu [7]. Uporabila sem kolono Gemini C18, 
150 × 4,6 mm, z 5 µm delci, namesto kolone, ki je navedena v znanstvenem 
članku. Uporabila sem nekoliko krajšo kolono, vendar z enako reverzno 
stacionarno fazo. Sestava mobilne faze, pretok, volumen injiciranja, valovna 
dolžina, topilo (uporabila sem metanol) so bili enaki, kot je navedeno v poglavju 
2.3.1. Standard sem pripravila tako, da sem natehtala 2 mg standarda 
resveratrola v 100 mL bučko ter naprej redčila 1,25 mL v 50 mL bučko. 
Kromatogram standarda prikazuje slika 8. 
 
 
 
Slika 8: Injiciranje RS pri MF v razmmerju reagentov voda/ACN/ocetna kislina=70/29,19/0,1; topilo je 12% 
vodna raztopina metanola pri valovni dolžini 310 nm. 
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Zgoraj pripravljen standard sem poskusno filtrirala ter iz osnovne raztopine 
standarda pripravila še dve koncentraciji končnega standarda. Ravno tako sem 
vzorec filtrirala (ne redčila). Uporabila sem celulozni filter z 0,2 µm porami ter 
MINISART filter z 0,2 µm porami. 
V nefiltriranih se vrh resveratrola ne pojavlja. Do tega pojava je najverjetneje 
prišlo zaradi interakcije med alkoholno raztopino topila, vzorcem in vlakni v filtru, 
ki resveratrol zadržijo. 
Z vodo sem redčila vzorec ter ga poskusno injicirala. Da sem izognila filtru, sem 
pripravljene raztopine raje centrifugirala. Izrazi se zelo majhen vrh resveratrola, 
ki pa je razvlečen in ima zelo majhen odziv (slika 9). 
Preizkusila sem naslednjo analizno metodo, ki so jo razvili  Cvetković in sodelavci 
z Univerze v Nišu [8]. Uporabila sem enako mobilno fazo, topilo, valovno dolžino, 
temperaturo kolone, pretok ter volumen injiciranja, kakor je zapisano v poglavju 
2.3.1.  
Osnovno raztopino standarda sem pripravila enako, kot je zapisano v poglavju 
3.4., tudi redčila sem ga z metanolom. Osnovno raztopino sem zaščitila pred 
svetlobo in hranila v hladilniku. Vzorec sem redčila z metanolom v razmerju 
vino/metanol=1/3, vino/metanol=3/1 (slika 10, 11, 12). 
 
 
 
 
 
Slika 9: Injiciranje RV v razmerju vino/voda=3/1 pri MF v razmerju reagentov voda/ACN/ocetna 
kislina=70/29,9/0,1; pri valovni dolžini 310 nm; temperatura kolone je 25°C. 
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Slika 11: Injiciranje RV v razmerju vino/metanol=1/3. Na mestu resveratrola je viden skupek ne ločenih 
vrhov. MF je metanol; temperatura kolone je 30°C, pri valovni dolžini 306 nm. 
Slika 10: Injiciranje RS v tem primeru je MF čisti metanol. Vrh se pojavi veliko prej kot pri prejšnji metodi. 
Tudi sam odziv je veliko večji. MF je metanol; temperatura kolone je 30°C, pri valovni dolžini 306 nm. 
Slika 12: Injiciranje RV s standardnim dodatkom. Na mestu resveratrola je zopet skupek ne ločenih vrhov. 
MF je metanol; temperatura kolone je 30°C, pri valovni dolžini 306 nm. 
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3.6. Modificiranje in optimizacija metode 
 
Poskušala sem ločiti vrhove z isto mobilno fazo ter spremeniti temperaturo kolone 
in pretok, kar pa ni bilo uspešno. 
Uporabila sem mobilno fazo, ki je mešanica voda/ACN/ocetna 
kislina=70/29,9/0,1. Za topilo sem uporabila metanol.  
RS sem injicirala pri različnih temperaturah kolone 25 °C, 30 °C, 35 °C, 40 °C in 
50 °C. Pri temperaturah 40 °C in 50 °C se je vrh resveratrola zelo pomaknil v levo 
(Rt=4 min) kar pa za RV ni zaželeno, ker to pomeni, da se je z njim pomikal tudi 
matriks. Tako ne pride do ustrezne ločbe. 
Pripravila sem novo mešanico mobilne faze: voda/ACN/ocetna 
kislina=50/49,9/0,1. Vsi vrhovi so se pomaknili v levo. 
Pripravila sem svežo mobilno fazo z enakim začetnim razmerjem. pH mobilne 
faze je bil 3,49. Ko sem mobilni fazi dodala 0,5 ml TEA, se je  pH dvignil na 5,35. 
Pripravila sem novo mobilno fazo z razmerjem mešanice voda/ACN/H3PO4, pH 
je znašal 2,19 (slika 13). Poskusno sem injicirala RS in RV. Pri vsakem pH 
mobilne faze ni bila ločba in oblika vrhov nič boljša. 
Pripravila sem svežo osnovno raztopino standarda (RS1), kot je opisano v 
poglavju 3.4. in jo redčila z metanolom. Injicirala sem staro RS in svežo ter 
primerjala površini. Površini se bistveno nista razlikovali, raztopina je bila stabilna 
24 h. 
Mobilno fazo sem pripravila v različnih razmerjih: 
• ACN/voda/ocetna kislina=24,9/75/1, vrh se pozneje eluira (Rt=23.523). 
• ACN/voda/ocetna kislina=34,9/65/1, vrh se eluira hitreje (Rt=3.358). 
• ACN/voda=30/70, vrh resveratrola ima manjši odziv. 
• Metanol/voda/ocetna kislina=29.9/70/0,1, vrha ni. 
Slika 13: Injiciranje RS pri mešanici MF z H3PO4; temperatura kolone je 30°C; pri valovni dolžini 306 nm. 
Vrh je nesimetričen. 
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Ravno tako sem pripravila RS z različnimi razmerji topil. 2 ml RS1 sem pipetirala 
v tri 50 ml bučke ter dopolnila eno bučko z 90 % vodno raztopino metanola, eno 
z 80 % vodno raztopino metanola ter tretjo z 70 % vodno raztopino metanola. 
Vrhovi resveratrola so postali izrazitejši a z tailingom (slika 14 in 15).  
 
Slika 14: Injiciranje RS pripravljenega v 80% vodni raztopini metanola pri MF v razmerju reagentov 
voda/ACN/ocetna kislina=70/29,9/0,1; pri valovni dolžini 306 nm; temperatura kolone je 30°C. 
 
Slika 15: Injiciranje RS redčenega v 70% vodni raztopini metanola pri MF v razmerju reagentov 
voda/ACN/ocetna kislina=70/29,9/0,1; pri valovni dolžini 306 nm; temperatura kolone je 30°C. Vrh postaja 
ostrejši. 
 
Slika 16: Injiciranje RV v razmerju vino/topilo=3/1 pripravljenega z 70% vodno raztopino metanola pri MF v 
razmerju reagentov voda/ACN/ocetna kislina=70/29,9/0,1; valovni dolžini 306 nm; temperatura kolone je 
30°C. Za topilo je uporabljen 70% vodna raztopina metanola. 
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Zaradi oblike vrha resveratrola sem zamenjala kolono. Uporabila sem enako, 
vendar novo kolono. Vrh resveratrola je veliko lepši, faktor simetrije je 1 (slika 
17). Za topilo sem uporabila 70 % vodno raztopino metanola. Isto topilo sem 
uporabljala tudi vse naslednje dni eksperimentalnega dela. 
 
Slika 18: Injiciranje RV v razmerju vino/topilo=1/3 z novo kolono pri MF v razmerju reagentov 
voda/ACN/ocetna kislina=70/29,9/0,1; valovni dolžini 306 nm; temperatura kolone je 30°C; za topilo je 
uporabljena 70% raztopina metanola. Tudi tu je vrh bolj oster in simetričen. Ločba v vzorcu je ustrezna. 
Po zaključeni optimizaciji in modifikaciji so bili določeni naslednji kromatografski 
pogoji: 
Tabela 1: Kromatografski pogoji po optimizaciji in modifikaciji metode 
Mobilna faza ACN/voda/ocetna kislina=29,9/70/0,1 
Topilo Metanol, 70 % vodna raztopina metanola 
Temperatura kolone 30 °C 
Pretok mobilne faze 1 mL/min 
Valovna dolžina 306 nm  
Volumen injiciranja 20 µL 
 
Slika 17: Injiciranje RS z novo kolono pri MF v razmerju reagentov voda/ACN/ocetna kislina=70/29,9/0,1; 
valovni dolžini 306 nm; temperatura kolone je 30°C; za topilo je uporabljena 70% raztopina metanola. Vrh 
je zelo oster in simetričen. 
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3.7. Validacija metode 
 
Pripravila sem tri različna razmerja RV za preveritev lineranosti: vino/topilo=1/3, 
vino/topilo=1/1, vino/topilo=3/1 ter dodala 25 mL tako pripravljene mešanice 1 mL 
standardnega dodatka RS1. Dodatno sem pripravila tri RV z razmerjem 
vino/topilo=3/1, v katera sem dodala različne volumne standardnega dodatka 
RS1. V 25 mL vzorce sem dodala 0,25 mL, 0,5 mL in 1 mL RS1.  
 
Slika 19: Injiciranje RV v razmerju vino/topilo=1/3 za določitev linearnosti vzorca. 
 
 
Slika 20: Injiciranje RV v razmerju vino/topilo=1/1 s standardnim dodatkom. Površina vrha se poveča kar je 
dokaz, da se vrh resveratrola dejansko nahaja na tem mestu. 
Pripravila sem RV z razmerjem vino/topilo=1/1 ter izvedla test ponovljivosti 
injiciranja. Pripravila sem tudi RS za kalibracijsko krivuljo v koncentracijah, ki so 
opisane v poglavju 3.4.  
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Slika 21: Injiciranje RV v razmerju vino/topilo=1/1 za preverjanje ponovljivosti metode. Vzorec sem injicirala 
šestkrat. 
 
Slika 22: Injiciranje RS v koncentraciji 0,002 mg/ml za preverijanje linearnosti metode. 
 
Izvedla sem naslednje teste robustnosti na RS in RV: 
• sprememba razmerja v mobilni fazi ± 10% ACN; 
• temperatura kolone ± 5 °C; 
• pH mobilne faze pri različnih pH; 
• različna topila, 70 %, 80 %, 90 % vodna raztopina metanola; 
• pretok mobilne faze ± 0,2 mL/min. 
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Slika 23: Injiciranje RS koncentracije 0,002mg/mL pri pretoku 1,2 mL/min. 
 
Slika 24: Injiciranje RS koncentracije 0,002mg/mL pri pretoku 0,8 mL/min. 
 
Pripravila sem kalibracijski krivulji za metodo določanja po zunanjem standardu 
in z standardnim dodatkom. Ravno tako sem pripravila lestvico različnih 
koncentracij vzorcev za preverjanje linearnosti. Priprava raztopin je opisana v 
poglavju 3.4. Injicirala sem vzorce za preverjanje stabilnosti, ki sem jih hranila na 
svetlobi, v temi ter v temi v hladilniku pri 5°C. 
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3.8. Izvedba analize 
 
Za izvedbo analize sem uporabila 9 testnih vzorcev: refošk, teran, modra 
frankinja, cabernet sauvignon, merlot, sok aronije, rumeni muškat, cviček ter 
prehransko dopolnilo (tablete). Pripravila sem svež RS1, RS kalibracijski in 
kontrolni standard, s katerim sem preverila ujemanje standardov. Vzorce sem 
pripravila v razmerju vino/topilo=1/1 po naslednjem postopku: v 50 ml bučko 
odpipetirala 25 ml vzorca ter dopolnila s topilom do oznake. Tako pripravljena 
raztopina je bila primerna za določanje z zunanjim standardom. Pri določanju 
vsebnosti z standardnim dodatkom je potekala priprava RV po enakem postopku, 
le da sem na 50 ml vzorca dodala 0,4 ml RS1. Medtem sem injicirala RS, da sem 
preverila ustreznost sistema (faktor simetrije in ponovljivost). Poleg tega sem 
preverila tudi stabilnost raztopin. 
 
Slika 25: Injiciranje RV prehranskega dopolnila (tablete). 
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4. Rezultati in razprava 
 
Vse rezultate, validacijske parametre in izvedene analize sem predstavila v dveh 
ločenih poglavjih. 
4.1. Določitev validacijskih parametrov 
 
• Linearno območje 
Tabela 2: Rezultati določitve linearnosti metode in kalibracijska krivulja za standard 
Koncentracija 
RS [mg/mL] 0,0005 0,001 0,0015 0,002 0,0025 0,003 0,0035 
A1 69,8 138,9 204,1 282,3 352,6 430,5 492,2 
A2 69,6 139 203,8 282,3 352,5 430,1 491,6 
A3 69,4 139 203,6 282,2 352,2 429,6 491,1 
Povprečje 
površin 
69,6 138,9 203,8 282,2 352,4 430,0 491,6 
 
 
Slika 26: Graf linearnosti metode 
Metoda je linearna v območju 25 % do 175 %, njen koleracijski faktor R je 0,9996, 
kar ustreza zahtevam. 
Tabela 3: Rezultati določitve linearnosti metode in kalibracijska krivulja za RV z 
standardnim dodatkom 
Koncentracija stand. 
dodatka [mg/mL] 0 0,001 0,0015 0,002 0,0025 0,003 0,0035 
A1 201,8 352,5 420 483,5 558 617,7 688 
A2 201,5 352,3 420,4 483,6 557,5 617,3 687,6 
A3 201,2 352 420,3 483,2 557,8 617,7 687,4 
y = 142636x - 4.0143
R² = 0.9993
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Slika 27: Graf linearnosti vzorca s standardnim dodatkom 
Linearnost vzorca s standardnim dodatkom ustreza zahtevam v območju od 0 % 
do 175 %. 
 
Slika 28: Graf linearnosti različnih koncentracij vzorca 
 
Raztopine vzorca so linearne v območju od 10 % do 100 % in ustrezajo 
zahtevam. 
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• Natančnost 
Tabela 4: površin in retenzijskih časov pri injiciranju šestih paralelk RV 
 Vzorec 1/1 Rt 
 196,8 6,216 
 197,3 6,216 
 197,8 6,214 
 197,5 6,214 
 197,3 6,217 
 198,6 6,218 
Povprečje 197,6 6,215 
Stand. odklon 0,6090 0,0016 
RSD% 0,3083 0,0257 
 
Metoda je natančna in ustreza zahtevi RSD% (n=6) ≤ 2,0 %. 
• Točnost 
Tabela 5: injiciranje različnih koncentracij vzorca 
Vino/topilo [%] 75 100 125 
Površina vzorca 100,1 198 306,2 
 
 
Slika 29: Injiciranja različnih koncentracij vina. 
RV je linearna znotraj območja 75 % do 125 %. 
• Izkoristek 
Izkoristek med kalibracijskim in kontrolnim standardom znaša 100,7 %, kar 
ustreza kriteriju 100 % ± 2 %.  
y = 4.122x - 210.77
R² = 0.9992
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• Selektivnosti 
Na mestu vrha iskanega analita ni odziva topila, mobilne faze ali katere druge 
substance. Pri identifikaciji iskane spojine sem si pomagala s spektrom, ki sem 
ga primerjala s tistimi objavljenimi v strokovnih člankih.[20] 
 
• Robustnost 
Tabela 6: rezultatov stabilnosti raztopin 
t/analit RS 0,002mg/mL 1:1 1:1+spajk svetloba tema HL/tema 
t 0 288,3 220 508,2 212,3 212,3 212,3 
24 h 278,7 211,5 485,6 208,1 211,4 210,6 
48 h 275,3 220 492,8 207,3 213,3 212,7 
Povprečje 280,8 217,2 495,5 209,2 212,3 211,9 
St. odmik 5,5 4,0 9,4 2,1 0,7 0,9 
RDS 1,9 1,8 1,9 1,0 0,3 0,4 
 
 
 
 
 
Slika 30: Injiciranje RV v razmerju vino/topilo=1/1. Za topilo je uporabljen 70% vodna raztopina metanola. 
Na kromatogramu je označen spekter kot dokaz selektivnosti metode. 
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Mobilna faza 
Pri mešanici, ki vsebuje 40 % ACN, je Rt 3,00. 
Pri mešanci, ki vsebuje 20 % ACN, je Rt 23,00. 
Pri spremembi pH mobilne faze ni razlik. 
Tabela 7: rezultati preveritve robustnosti metode pri spremembi temperature kolone 
Tkolone Površina Rt (min) 
25 325,5 6,342 
30 325,8 6,215 
35 326,5 5,964 
Povprečje 325,9 6,173 
St. odmik 0,4189 0,1570 
RSD% 0,1285 2,5440 
Sprememba temperature kolone ustreza kriterijem. 
Pretok 
Iz 1 mL/min na 1,2 je A=272,7, Rt=5,246. 
Iz 1 mL/min na 0,8 mL/min je A=406,7, Rt=7,76. 
 
Topilo 
Slika 31: Injiciranje RV v razmerju vino/topilo=1/1. Za topilo je uporabljen 100% metanol. 
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Slika 32: Injiciranje RV v razmerju vino/topilo=1/1. Za topilo je uporabljen 80% vodna raztopina metanola. 
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4.2. Analiza realnih vzorcev 
 
Vsebnost resveratrola sem določala na dva načina. Raztopino vzorca sem 
injicirala enkrat po metodi za določitev z zunanjim standardom in enkrat za 
določitev s standardnim dodatkom. Po enačbi 1 in 2 sem preračunala vsebnost 
resveratrola. 
Tabela 8: Rezultati analize z metodo umeritvene krivulje 
  
Rezultat 
[mg/mL] 
Refošk 
0,0012 
Teran 
0,0022 
Modra frankinja 
0,0003 
Cabernet 
sauvignon 
0,0018 
Merlot 
0,0017 
Sok aronije 
vrh ni prisoten 
Rumeni muškat 
0,0004 
Cviček 
0,0005 
Prehransko 
dopolnilo 
0,0113 
 
Tabela 9: Rezultati analize s standardnim dodatkom 
  
Rezultat 
[mg/mL] 
Refošk+SD 0,0012 
Reran+SD 0,0021 
Modra 
frankinja+SD 0,0003 
Cabernet 
sauvignon+SD 0,0017 
Merlot+SD 0,0017 
Sok aronije+SD vrh ni prisoten 
Rumeni 
muškat+SD 0,0004 
Cviček+SD 0,0005 
 
  
35 
5. Zaključek 
 
Namen diplomskega dela je bil preizkusiti HPLC analizne metode, ki so bile 
objavljene v znanstvenih člankih. Metodo sem modificirala in optimizirala, jo 
validirala ter opravila analizo na realnih vzorcih. Uporabila sem nekoliko krajšo 
kolono, kot je bila objavljena v vseh treh metodah, vendar z ekvivalentno 
stacionarno fazo. Pri modifikaciji metode sem se bolj osredotočala na ločitev vrha 
resveratrola od preostalih vrhov oziroma matriksa s pomočjo kromatografskih 
pogojev (korekcija MF, temperature kolone, topila itn.). Krajšanju časa 
kromatografije nisem posvečala veliko pozornosti. Optimalen čas kromatografije 
za RS je približno 10 min, medtem ko je za RV potrebno 25 min zaradi zaostalih 
vrhov, ki bi motili nadaljnja injiciranja. To motnjo bi lahko odpravila tudi z dodatnim 
injiciranjem topila, takoj za injiciranjem RV.   
Najprej sem preizkusila metodo, ki so jo razvili Nuno Ratola in sodelavci z 
Univerze v Portu. Bili so dokaj nizki odzivi vrha resveratrola na injiciranju RS. Pri 
injiciranjih RV so bili odzivi še manjši, kjer je vprašljiva meja zaznave odziva v 
vzorcih z nizko koncentracija resveratrola. Rt vrhov je okrog 6 min. 
Nato sem preizkusila metodo ki so jo razvili Zika S. Cvetković in sodelavci z 
Univerze v Nišu. Odzivi vrhov v RV in RS so bili veliko večji, vendar rahlo 
popačeni (faktor simetrije). Rt je bil veliko manjši med 1 in 2 min. Posledično se 
je matriks skupaj z resveratrolom močno pomaknil v levo, kar je prikazano na 
kromatogramu 4 ter potrjeno na kromatogramu 5, kjer sem dodala standardni 
dodatek. 
Ker je imelo vino veliko delcev, ki bi lahko zamašili tanke cevke v HPLC aparaturi, 
sem se odločila, da  RV filtriram. Poskusno sem filtrirala tudi RS. Po filtraciji je pri 
obeh raztopinah vrh resveratrola izginil. Najverjetneje se je resveratrol zadržal na 
vlaknih filtra. Temu sem se izognila s centrifugiranjem. 
Ker nobena od metod ni dala ustreznih ali pričakovanih rezultatov, sem se 
odločila za modificiranje metode s spreminjanjem pogojev kromatografije. Za 
»temelj« modifikacije in optimizacije sem uporabila že preizkušeni metodi. Moj 
cilj je bil dobiti v RV s čim bolj ostrimi vrhovi resveratrola, kar je olajšalo zaznavo. 
Selektivnost sem dokazala s standardnim dodatkom ter spektrom, kar vidimo na 
kromatogramu 19. Pri ostrini vrhov je najbolj pomagalo topilo 70 % vodna 
raztopina metanola ter zamenjava kolone. Novejša serija kolone je poskrbela za 
lepši faktor simetrije (slika 17 in 18).  
Rezultati validacije potrjujejo linearnost metode za različne koncentracije RS. Pri 
različnih koncentracijah RV je linearnost primerljiva, le RSD% najnižje 
koncentracije odstopa. To je glede na nizke odzive pričakovano. Ustrezajo tudi 
injiciranja za natančnost. Razne spremembe temperature kolone, pretoka ter 
mobilne faze sem testirala na injiciranjih RS. Spreminjali so se retencijski časi in 
odzivi vrha resveratrola. Čeprav so rezultati znotraj kriterijev validacije, pa take 
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spremembe niso zaželene zaradi RV. Ker imajo različne sorte vina različen 
matriks, lahko pride do interferenc in združevanja vrhov. Na tak način bi dobili 
neustrezen oz. lažen rezultat. 
V vzorcih vina sem pričakovala najvišjo vsebnost resveratrola v modri frankinji, 
saj so tako nakazovali podatki v literaturi. Glede na dobljene rezultate pa jo ima 
domač kraški teran. Kar je razumljivo glede na to, da v procesu pridelave terana 
poteka najdaljša maceracija in se lahko iz lupin ekstrahira več resveratrola. 
Najmanj resveratrola vsebuje rumeni muškat, kar je pričakovano, ker je lupina 
grozdja najmanj časa v stiku z brozgo in se resveratrol ne more ekstrahirati v 
tolikšni meri. Sok aronije naj ne bi imel nič resveratrola, to sicer preseneča, 
vendar je pojav lahko razložiti. Zaradi svoje strukture se resveratrol rad veže na 
alkohol, ki ga v soku ni. Večjo pozornost bi morala posvetiti pripravi vzorca z 
alkoholnim topilom. Predvidevam, da bi na tak način lažje določila vsebnost v 
soku. 
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